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(54) litre: VACCIN CONTRE LES INFECTIONS A NEISSERIA MENINGITIDIS 

(57) Abstract 

A pharmaceutical vaccine composition including at least a first and a second human transferrin-binding molecules as ther- 
apeutic agents, wherein said first molecule originates from a first N meningitidis strain having a human transferrin receptor of 
which the lower molecular weight subunit (Tbp2) is recognized by an anti-receptor antiserum of N meningitidis strain 2394 (re- 
ceptor 2394) but not by an anti-receptor antiserum of N meningitidis strain 2169 (receptor 2169); and at least one second mole- 
cule originating from a second N meningitidis strain having a human transferrin receptor of which the lower molecular weight 
subunit (Tbp2) is recognized by a 2169 anti-receptor antiserum but not by a 2394 anti-receptor antiserum. 

(57)Abrege 

Une composition pharmaceutique vaccinale qui comprend a titre d'agents therapeutiques au moins une premiere et une 
deuxieme molecules capabies de se Her a la transferrin humaine; iadite premiere molecule ayant pour origine une premiere 
souche de N. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine dont la sous-unite de poids moleculaire moindre 
(Tbp2) est reconnue par un antiserum anti-recepteur de la souche N. meningitidis 2394 (recepteur 2394) et n'est pas reconnue par 
un antiserum anti-recepteur de la souche de N. meningitidis 2169 (recepteur 2169); et au moins une deuxieme molecule ayant 
pour origine une deuxieme souche de N. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine dont la sous-unite de 
poids moleculaire moindre (Tbp2) est reconnue par un antiserum anti-recepteur 2169 et n'est pas reconnue par un antiserum anti- 
recepteur 2394. 
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La presente invention a pour objet une composition pharmaceutique 
vaccinale destinee a la prevention des meningites causees par Neisseria 
meningitidis. 

D'une manifere generate, les meningites sont soit d'origine virale, soit 
d'origine bacterienne. Les bacteries principalement responsables sont : 
N. meningitidis et Haemophilus influenzae, respectivement impliquees dans 
environ 40 et 50 % des cas de meningites bacteriennes. 

On denombre en France, environ 600 k 800 cas par an de meningites a 
N. meningitidis. Aux Etats-Unis, le nombre de cas s'eleve a environ 2 500 a 3 000 
par an. 

L'espece N. meningitidis est sub-divisee en serogroupes selon la nature des 
polysaccharides capsulaires. Bien qu'il existe une douzaine de serogroupes, 
90 % des cas de meningites sont attribuables a 3 serogroupes : A, B et C 

II existe des vaccins efficaces a base de polysaccharides capsulaires pour 
prevenir les meningites a N. meningitidis serogroupes A et C. Ces 
polysaccharides tels quels ne sont que peu ou pas immunogeniques chez les 
enfants de moins de 2 ans et n'induisent pas de memoire immunitaire. 
Toutefois, ces inconvenients peuvent etre surmontes en conjuguant ces 
polysaccharides k une proteine porteuse. 

Par contre, le polysaccharide de N. meningitidis groupe B n'est pas ou peu 
immunogene chez Thomme, qu'il soit sous forme conjuguee ou non. Ainsi, il 
apparait hautement souhaitable de rechercher un vaccin a Tencontre des 
meningites induites par N. meningitidis notamment du serogroupe B autre qu'un 
vaccin a base de polysaccharide. 

A cette fin, differentes proteines de la membrane externe de 
N. meningitidis ont deja ete proposees. II s'agit en particulier du recepteur 
membranaire de la transferrine humaine. 
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D'une maniere generate, la grande majorite des bacteries ont besoin de fer 
pour leur croissance et elles ont developpe des systemes specifiques 
d'acquisition de ce metal. En ce qui concerne notamment K meningitidis qui est 
un pathogene strict de l'homme, le fer ne peut etre preleve qu'k partir des 
5 proteines humahies de transport du fer telles que la transferrine et la 
lactoferrine puisque la quantite de fer sous forme libre est negligable chez 
Fhomme (de l'ordre de : 10" 18 M), en tout cas insuffisante pour permettre la 
croissance bacterienne. 

io Ainsi, Ni meningitidis possede un recepteur de la transferrine humaine et 

un recepteur de la lactoferrine humaine qui lui permettent de fixer ces 
proteines chelatrices du fer et de capter par la suite le fer necessaire a sa 
croissance. ,- _ 

15 Le recepteur de la transferrine de la souche K meningitidis B16B6 a ete 

purifie par Schryvers et al (WO 90/12591) a partir d'un extrait membranaire. 
Cette proteine telle que purifiee apparait essentiellement constituee de 2 types 
de polypeptides : un polypeptide d'un poids moleculaire apparent eleve de 
100 kD et un polypeptide d'un poids moleculaire apparent moindre d'environ 

20 70 kD, tels que reveles apres electrophorese sur gel de polyacrylamide en 
presence de SDS. 

Le produit de la purification notamment mise en oeuvre par Schryvers est 
appele, par definition arbitraire et pour les besoins de la presente demande de 
25 brevet, recepteur de la transferrine et les polypeptides le constituant, des sous- 
unites. Dans la suite du texte, les sous-unites de poids moleculaire eleve et de 
poids moleculaire moindre sont respectivement appelees Tbpl et Tbp2. 

On a maintenant trouve qu'il existait au moins 2 types de souches qui 
3 0 different par la constitution de leurs recepteurs de la transferrine respectifs. 
Ceci a ete mis en evidence en etudiant des extraits membranaires de plusieurs 
dizaines de souches de N. meningitidis d'origines variees. Ces extraits 
membranaires ont tout d'abord 6t€ soumis une electrophorese sur gel de SDS- 
PAGE, puis electrotransferes sur feuilles de nitrocellulose. Ces feuilles de 
35 nitrocellulose ont ete incubees : 



BNSDOCID: <WO 9306861 A1_l_> 



WO 93/06861 



PCI7FR92/00905 



a) en presence d'un antiserum de lapin dirige contre le recepteur de la 
transferrine purifie k partir de la souche N. meningitidis B16B6, aussi 
appellee 2394 ; 

5 b) en presence d'un antiserum de lapin dirige contre le recepteur de la 
transferrine purifie a partir de la souche N. meningitidis 2169 ; ou 

c) en presence de la transferrine humaine conjuguee a la peroxydase. 

10 En ce qui concerne a) et b), la reconnaissance des sous-unites du recepteur de 
la transferrine est revelee par addition d'un anticorps anti-immunoglobulines de 
lapin couple & la peroxydase, puis par addition du substrat de cette enzyme. 

Les tableaux I et II ci-apres dessous indiquent le profil de certaines souches 
15 representatives tel qu'il apparait sur gel de SDS-PAGE a 7,5 % 
polyacrylamide ; les bandes sont caracterisees par leur poids moleculaire 
apparent exprime en kilodaltons (kD) : 
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Les resultats repertories dans les 2 premieres lignes des tableaux montrent qu'il 
existe 2 types de souches : 

Le premier type (Tableau I) correspond k des souches qui possedent un 
5 recepteur dont les 2 sous-unites sont reconnues par rantiserum anti-recepteur 
2394 tandis que seule la sous-unite de haut poids moleculaire est reconnue par 
rantiserum anti-recepteur 2169. 

Le second type (Tableau II) correspond a des souches qui poss&dent un 
10 recepteur dont les 2 sous-unites sont reconnues par rantiserum anti-recepteur 
2169 tandis que seule la sous-unit6 de haut poids moleculaire est reconnue par 
Fantiserum anti-recepteur 2394. 

En consequence, il existe une diversite antigenique au niveau de la sous-unite 
15 de moindre poids moleculaire. Cette diversite est toutefois restreinte puisqu'elle 
se resout en 2 grands types, contrairement a ce qui est suggere par Griffiths et 
al, FEMS Microbiol. Lett. (1990) 69 : 31. 

[Par ailleurs, on notera que quelque soit le type de souche, la sous-unite capable 
20 de se lier a la transferrine est toujours la sous-unite de moindre poids 
moleculaire (Tableaux A et B, troisieme ligne des resultats).] 

En vertu de ces constatations, il eut ete tentant de conclure qu'un vaccin 
efficace a rencontre de toutes les infections a N. meningitidis pouvait etre 
25 constitue de maniere suffisante, d'un recepteur de la transferrine ou 
uniquement de- sa sous-unite de haut poids moleculaire, quelle que soit la 
souche d'origine du recepteur, puisque cette derniere est reconnue par les 2 
types d'annserums. 

3 o De maniere surprenante, on a maintenant trouve que tel n'etait pas le cas dans 
la mesure ou la sous-unite de haut poids moleculaire ne serait pas capable 
d'induire la production d'anticorps de type neutralisant. Seule la plus petite des 
2 sous-unites du recepteur serait capable de remplir cette fonction. Puisque 
cette sous-unite de moindre poids moleculaire se caracterise par une variation 

35 antigenique significative du premier type au deuxieme type de souche, un seul 
type de recepteur de la transferrine ne devrait pas etre suffisant pour vacciner 
contre toutes les infections k N. meningitidis. 
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Cest pourquoi l'invention propose : 

Une composition pharmaceutique vaccinale qui comprend k titre d'agents 
therapeutiques au moins une premiere et une deuxieme molecules 
capables de se lier a la transferrine humaine ; ladite premiere molecule 
ayant pour origine une premiere souche de N. meningitidis qui possede un 
recepteur de la transferrine humaine au moins constitue d'une sous-unite 
de haut poids moleculaire (Tbpl) et d'une sous-unite de poids moleculaire 
moindre (Tbp2) et dont la sous-unite de poids moleculaire moindre 
(Tbp2) est reconnue par un antiserum anti-recepteur de la souche 
K meningitidis 2394 (recepteur 2394) et n'est pas reconmie par un 
antiserum anti-recepteur de la souche de N. meningitidis 2169 (recepteur 
2169) ; et ladite deuxieme molecule ayant pour origine une deuxieme 
souche de N. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine 
humaine au moins constitue d'une sous-unite de haut poids moleculaire 
(Tbpl) et d'une sous-unite de poids moleculaire moindre (Tbp2) et dont 
la sous-unite de poids moleculaire moindre (Tbp2) est reconnue par un 
antiserum anti-recepteur 2169 et n'est pas reconnue par un antiserum 
anti-recepteur 2394 ; 

Un kit de vaccination contenant : 

a) Une composition pharmaceutique qui comprend a titre d'agent 
therapeutique au moins une premiere molecule capable de se lier a 
la transferrine humaine ; ladite premiere molecule ayant pour 
origine une premiere souche de N. meningitidis qui possede un 
recepteur de la transferrine humaine au moins constitue d'une sous- 
unite de haut poids moleculaire et d'une sous-unite de poids 
moleculaire moindre et dont la sous-unite de poids moleculaire 
moindre est reconnue par un antiserum anti-recepteur de la souche 
N. meningitidis 2394 (recepteur 2394) et n'est pas reconnue par un 
antiserum anti-recepteur de la souche de meningitidis 2169 
(recepteur 2169) ; 

b) Une composition pharmaceutique qui comprend k titre d'agent 
therapeutique au moins une deuxieme molecule capable de se lier & 
la transferrine humaine ; ladite deuxieme molecule ayant pour 
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origine une deuxieme souche de N. meningitidis qui possede un 
recepteur de la transferrine humaine au moins constitue d'une sous- 
unite de haut poids moleculaire et d'une sous-unite de poids 
moleculaire moindre et dont la sous-unite de poids moleculaire 
moindre est reconnue par un antiserum anti-recepteur 2169 et n'est 
pas reconnue par un antiserum anti-recepteur 2394. ; et 

c) Des instructions pour radministration concomitante ou consecutive 
des compositions a) et b) ; 

L'usage therapeutique combine d'au moins une premiere et une 
deuxieme molecules capables de se lier a la transferrine humaine ; 
ladite premiere molecule ayant pour origine une premiere souche de 
N. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine au 
moins constitue d'une sous-unite de haut poids moleculaire et d'une 
sous-unite de poids moleculaire moindre et dont la sous-unite de poids 
moleculaire moindre est reconnue par un antiserum anti-recepteur de 
la souche M meningitidis 2394 (recepteur 2394) et n'est pas reconnue 
par un antiserum anti-recepteur de la souche de AT. meningitidis 2169 
(recepteur 2169) ; et ladite deuxieme molecule ayant pour origine une 
deuxieme souche de N. meningitidis qui possede un recepteur de la 
transferrine humaine au moins constitue d'une sous-unite de haut poids 
moleculaire et d'une sous-unite de poids moleculaire moindre et dont 
la sous-unite de poids moleculaire moindre est reconnue par un 
antiserum anti-recepteur 2169 et n'est pas reconnue par un antiserum 
anti-recepteur 2394 ; et 

Une methode de vaccination a rencontre des infections a N. meningitidis, 
qui comprend 1'acte d'administrer une quantite efficace d'un point de 
vue therapeutique d'au moins une premiere et une deuxieme molecules 
capables de se lier a la transferrine humaine, de maniere concomitante 
ou consecutive, a un sujet ayant besoin d'un tel traitement vaccinal ; 
ladite premiere molecule ayant pour origine une premiere souche de 
N. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine au 
moins constitue d'une sous-unite de haut poids moleculaire et d'une 
sous-unite de poids moleculaire moindre et dont la sous-unite de poids 
moleculaire moindre est reconnue par un antiserum anti-recepteur de la 
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souche N. meningitidis 2394 (recepteur 2394) et n'est pas reconnue par 
un antiserum anti-recepteur de la souche de N. meningitidis 2169 
(recepteur 2169) ; et ladite deuxieme molecule ayant pour origine une 
deuxieme souche de N. meningitidis qui possede un recepteur de la 
transferrine humaine au moins constitue d'une sous-unite de haut poids 
moleculaire et d'une sous-unite de poids moleculaire moindre et dont la 
sous-unite de poids moleculaire moindre est reconnue par un antiserum 
anti-recepteur 2169 et n'est pas reconnue par un antiserum anti- 
recepteur 2394. 



Par "molecule capable de se lier a la transferrine humaine", on entend soit 
un recepteur de la transferrine humaine ayant pour origine N. meningitidis 
(c'est-a-dire une molecule comprenant notamment 2 types de sous-unites) soit 
uniquement la sous-unite du recepteur, capable de se lier a la transferrine 
15 humaine, ainsi qu'un fragment ou un analogue de cette sous-unite. 

Un recepteur de la transferrine peut etre obtenu sous forme purifiee a 
partir d'une souche de N. meningitidis prealablement cultivee dans un milieu 
carence en fer sous forme libre, notamment selon la methode de Schryvers et al, 
2 0 WO 90/12591, decrite de maniere similaire dans Schryvers et al, Infect. Immun. 
(1988) 56 (5) : 1144. De maniere alternative, un recepteur de la transferrine 
ayant pour origine une souche de N. meningitidis peut etre produit en mettant 
en oeuvre les techniques du genie genetique. Le ou les fragments d'ADN 
codant pour les sous-unites du recepteur peuvent etre exprimes conjointement 

2 5 ou separement dans un systeme d'expression heterologue (e.g. bacterie, levure, 

cellule de mammifere). Les sous-unites sous forme libre ou associees sous 
forme de recepteur sont dans ce cas-la recueillies a partir d'une culture et 
purifiees, Lorsque les sous-unites sont ainsi produites sous forme libre, on peut 
prevoir de les reassocier sous forme de recepteur en les soumettant a un 

3 0 traitement approprie. 

La sous-unite capable de se lier k la transferrine humaine (sous-unite de 
moindre poids moleculaire) peut etre obtenue sous forme purifiee (c J est-a-dire 
dissociee et isolee de la sous-unite de haut poids moleculaire) notamment a 
3 5 partir d'un recepteur purifie selon la methode de Schryvers et al, en soumettant 
le recepteur a Taction d'un agent fortement denaturant tel que Turee 8M ou la 
guanidine HC1 6M, puis en separant les sous-unites dissociees par des methodes 
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chromatographiques classiques telles qu'ime chromatographic d'echange d'ions 
ou de gel de filtration. De maniere alternative, la sous-unite peut etre produite 
selon les methodes du genie genetique. Ces methodes sont en outre 
parfaitement adaptees a la production des fragments ou des analogues de la 
5 sous-unite. 

A titre d'exemple, les sous-unites Tbpl et Tbp2 des souches 2394 et 2169 
sont decrites par reference a leurs sequences d'acides amines telles que 
montrees dans les identificateurs de sequences n° 1 a 4 (SEQ ID N° 1 a 4). 

10 

Par "fragment de la sous-unite capable de se lier a la transferrine humaine", 
on signifie un peptide ayant une sequence d'acides amines qui est incluse dans 
la sequence de la sous-unite. Par "analogue de la sous-unite capable de se lier a 
la transferrine humaine", on signifie une proteine ayant une sequence d'acides 
15 amines qui presente un degre d'homologie d'au moins 80 %, de preference d'au 
moins 90 %, de maniere tout a fait preferee d'au moins 95 % avec la sequence 
de la sous-unite. Aux fins de la presente invention, ii est bien entendu qu'un tel 
fragment ou un tel analogue doit conserver les proprietes immunogenes de la 
sous-unite. 

20 

Les souches de K meningitidis 2394 (B:2a:PL2:L2.3) et 2169 
(B:9:P1.9:L3.7), communement utilisees dans les laboratoires, sont 
publiquement disponibles aupres de la Collection de Tlnstitut Pasteur, 25 rue 
du Dr Roux 75015 Paris sous les numeros d'enregistrement respectifs CIP 7908 
25 et CIP 7917. 

De plus, les antiserums anti-recepteur qui sont requis afin de discriminer 
les souches de Ni meningitidis peuvent etre obtenus comme suit : 

3 0 Un recepteur est tout d'abord purifie a partir d'une souche initiale (2394 

ou 2169), selon la methode de Schryvers et aL Des lapins neozelandais albinos 
recoivent par voie sous-cutanee et intramusculaire 100 jug du recepteur en 
presence d'adjuvant complet de Freund. 21 jours et 42 jours apres la premiere 
injection, les lapins recoivent a nouveau 100 jug du recepteur purifie mais ces 

35 fois-ci en presence d'adjuvant incomplet de Freund. 15 jours apres la derniere 
injection, le serum des animaux est preleve, puis decomplemente et filtre sur 
une membrane de porosite 0,45 Mm. Le filtrat est par la suite epuise par contact 
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avec la souche initiate qui pour se faire, a ete cultivee au prealable en presence 
de fer (dans ces conditions, la synthese du recepteur de la transferrine est 
reprimee). Les modalites de contact sont comme suit : 10 ml du filtrat sont 
ajoutes a 10 ^ c fu (unites formant des colonies) d'une culture de la souche 
5 initiate. L'adsorption est poursuivie une nuit & 4°C, sous agitation. Les bacteries 
sont ensuite eliminees par centrifugation. Le surnageant est recupere puis 
soumis a nouveau & 2 operations d'adsorption successives comme 
precedemment decrit. 

10 Le type d'une souche (vis-a-vis de la nature de son recepteur de la 

transferrine) peut etre identifie a partir d'extraits membranaires derives de 
cultures carencees en fer sous forme libre, en mettant en oeuvre des techniques 
conventionnelles telles que l'electrophorese sur gel de SDS-PAGE, poursuivie 
par un immunoblotting utilisant un antiserum tel que precedemment decrit. 

15 

La premiere molecule entrant dans la composition vaccinale a pour 
origine une premiere souche de N. meningitidis qui possede un recepteur de la 
transferrine essentiellement constitue (i) d'une sous-unite de haut poids 
moleculaire, de maniere avantageuse de 100 a 90 kD, de preference de 93- 

2 0 95 kD environ et (ii) d'une sous-unite de moihdre poids moleculaire, de 

maniere avantageuse de 75 a 60 kD, de preference de 72 a 65 kD, et de maniere 
tout k fait preferee respectivement (i) de 93 kD et (ii) de 67-70 kD environ. 

La deuxieme molecule entrant dans la composition vaccinale a pour 
* 25 origine une deuxieme souche de N. meningitidis qui possede un recepteur de la 
transferrine essentiellement constitue (i) d'une sous-unite de haut poids 
moleculaire, de maniere avantageuse de 100 a 90 kD, de preference de 100 a 
95 kD, de maniere tout & fait preferee de 98 kD environ et (ii) d'une sous-unite 
de moindre poids moleculaire, de maniere avantageuse de 90 & 80 kD, de 

3 0 preference de 87 a 85 kD, de maniere tout a fait preferee de 87 kD environ. 

Les poids moleculaires indiques ci-avant sont des poids moleculaires 
apparents tels que reveles apres electrophorese d'un recepteur purifie sur gel 
de SDS-PAGE. Une telle electrophorese peut etre mise en oeuvre selon la 
35 methode de Laemmli illustree comme suit : 



BNSDOCID: <WO 930688 1A1_L> 



WO 93/06861 




PCT/FR92/00905 



12 



On prepare tout d'abord un gel de polyacrylamide (16 cm x 20 cm x 1 mm 
d'epaisseur) comprenant un pregel a 5 % et un gel s6parateur a 7,5 % dans du 
tampon d'electrophorese (Tris 6 g/1, glycine 28,8 g/1, SDS 0,1 %). 

5 D'autre part, a 50 M d'une solution de recepteur purifie a 0,6 mg/ml (dans 

le tampon phosphate 50 mM pH8.0 contenant du Sarkosyl a 0,05 %) sont 
ajoutes 50 Ml de tampon echantillon (Tris-Ha62mM pH6.8, SDS 2%, 
B-mercaptoethanol 5 %, glycerol 1 %, bleu de bromophenol 0,001 %). Le 
melange est incube pendant 5 min dans un bain d'eau en ebullition. 17 nl (soit 
10 5 fig de prot6ine) de l'echantillon ainsi prepare sont deposes dans un puits du 
gel. On ajoute en parallele, un echantillon prepare de maniere similaire qui 
contient des marqueurs de poids moleculaire. L'electrophorese est realis6e en 
tampon d'electrophorese a 50 Volts pendant 15 heures. Le gel est fixe et colore 
au bleu de Coomassie. 

15 

D'une maniere generate, la premiere ou la deuxieme molecule utile aux 
fins de la presente invention peut avoir pour origine une souche de 
AT. meningitidis de n'importe quel serogroupe. De maniere avantageuse, la 
premiere ou la deuxieme molecule a pour origine une souche de N. meningitidis 
20 serogoupe B. De preference, la premiere et la deuxieme molecules ont 
respectivement pour origine une premiere et une deuxieme souches de 
K meningitidis serogroupe B. 

Selon un aspect de l'invention tout a fait prefere, la premiere molecule a 
25 pour origine la souche 2394 tandis que la deuxieme molecule a pour origine la 
souche 2169. 

Une composition pharmaceutique selon Tinvention peut etre fabriquee de 
maniere conventionnelle. En particulier on associe le ou les agents 

3 o therapeutiques selon l'invention avec un diluant ou un support acceptable d'un 
point de vue pharmaceutique. Une composition selon l'invention peut etre 
administree par n'importe quelle voie conventionnelle en usage dans le 
domaine des vaccins, en particulier par voie sous-cutanee, par voie intra- 
musculaire ou par voie intra-veineuse, par exemple sous forme de suspension 

35 injectable. L'achmnistration peut avoir lieu en dose unique ou repetee une ou 
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plusieurs fois apres un certain delai d'intervalle. Le dosage approprie varie en 
fonction de divers parametres, par exemple, de Findividu traite ou du mode 
d'administration. 

5 Uinvention est decrite plus en details dans les exemples ci-apres et par 

reference £ la Figure 1, qui represente une electrophorese en gel SDS-PAGE 
en polyacrylamide 7,5 % dans laquelle les colonnes A et B correspondent aux 
recepteurs des souches N. meningitidis 2169 et 2394, respectivement. Les fleches 
a Fhorizontale indiquent Femplacement des proteines temoins de masse 
10 moleculaire apparente connue (94 kD, phosphorilase B ; 67 kD, albumine). 
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EXEMPLE 1 : Purification du recepteur de la transferrine a partir de la 
souche 2394 

1A - Culture 

5 

Un lyophilisat de la souche N. meningitidis 2394 est repris dans environ 
1 ml de bouillon Mueller-Hinton (BMH, Difco). La suspension bacterienne est 
ensuite etalee sur le milieu solide Muller-Hinton contenant du sang cuit (5 %). 

10 Apres 24 h d'incubation a 37°C dans une atmosphere contenant 10 % de 

C02, la nappe bacterienne est recueillie pour ensemencer 150 ml de BMH 
pH 12, repartis en 3 erlens de 250 ml. I/incubation est poursuivie pendant 3 h a 
37°Csous agitation. Chacune des 3 cultures ainsi realisees permet d'ensemencer 
400 ml de BMH pH 7,2 supplemented avec 30 d'6thylenediamine - di (O - 

15 hydroxyphenyl - acetic acid) (EDDA, Sigma), qui est un agent chdlatant du fer 
sous forme libre. 

Apres 16 h de culture a 37°C sous agitation, les cultures sont controlees 
pour leur purete par observation au microscope apres une coloration de Gram. 
20 La suspension est centrifugee, le culot contenant les germes est pes6 et 
conserve a -20°C. 

IB- Purification 

25 La m6thode de purification est essentiellement telle que decrite par 

Schryvers et al (supra). 

Le culot bacterien obtenu en 1A est d6congele, puis remis en suspension 
dans 200 ml de tampon Tris HC1 50 mM, pH 8.0 (tampon A). La suspension est 

3 o centrifugee pendant 20 min a 15 000 xg a 4°C.Le culot est recupere, puis remis 
en suspension dans du tampon A a la concentration finale de 150 g/1. Des 
fractions de 150 ml sont traitees pendant 8 min a 800 bars dans un lyseur de 
cellules travaillant sous haute pression (Rannie, modele 8.30H). Le lysat 
cellulaire ainsi obtenu est centrifuge pendant 15 min a 4 8 C a 15 000 xg. Le 

35 surnageant est recupere, puis centrifuge pendant 75 min 4 4°C a 200 000 xg. 
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Apr&s elimination du surnageant, le culot est repris dans du tampon A et apres 
dosage de proteines selon Lowry, la concentration de la suspension est ajustee a 
5 mg/mL 

5 A 1,4 ml de la suspension de membranes on ajoute 1,75 mg de transferrine 

humaine biotynylee selon le procede decrit par Schryvers. La concentration 
finale de la fraction membranaire est de 4 mg/ml. Le melange est incube 
1 heure k 37°C puis centrifuge a 100 000 xg pendant 75 min k 4°C. Le culot de 
membranes est repris par le tampon A contenant du NaCl 0,1M et incube 
10 pendant 60 min a temperature ambiante. 

Apres solubilisation, on ajoute k cette suspension un certain volume de 
NLauroyl Sarkosine a 30% (p/v) et d'EDTA500mM de fagon que les 
concentrations finales en Sarkosyl et EDTA soient de 0.5 % et 5 mM 
15 respectivement. Apres une incubation de 15 min a 37°C sous agitation, on 
ajoute 1 ml de resine streptavidine-agarose (Pierce) prealablement lavee en 
tampon A. La suspension est incubee 15 min k temperature ambiante puis 
centrifugee a 1 000 xg pendant 10 min. La resine est ensuite conditibnnee dans 
une colonne et Teluat direct est elimine. 

20 

La resine est lavee par 3 volumes de colonnes de tampon Tris-HCl 
50 mM pH 8.0 contenant NaCl 1M, EDTA 10 mM Sarkosyl 0,5 % (tampon B) 
puis par un volume de colonne de tampon B contenant de la guanidine HC1 
750 mM. Le.recepteur de la transferrine est ensuite elue par le tampon B 
25 contenant de la guanidine HC1 2M Sarkosyl 0,05 %\ L'eluat est collecte en 
fraction dont le volume correspond a 1 Vol., dans des tubes contenant 1 Vol. de 
Tris HC1 50 mM pH 8.0, NaCl 1M. La densite optique a 280 nm de l'eluat est 
mesuree en sortie de colonne k Taide d'un detecteur UV. 

3 o Les fractions correspondant au pic d'elution sont recueillies, dialysees 

contre du tampon phosphate 10 mM, pH 8.0 contenant du Sarkosyl 0,05 % et 
lyophilisees. Le lyophilisat est repris dans de Teau k une concentration 10 fois 
superieure. La solution est dialysee une seconde fois contre du tampon 
phosphate 50 mM pH 8.0 contenant du Sarkosyl 0,05 % (tampon C) puis la 

3 5 solution est filtree sur une membrane de porosite 0,22 ^m. 
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Le contenu en proteines est determine et ajuste k 1 mg/ml par 

addition de tampon C, sous conditions aseptiques. Cette preparation est 

conservee k -70°Q 9 



EXEMPLE 2 : Purification du recepteur de la transferrine k partir de la 
souche 2169. 

La culture de la souche 2169 et la purification du recepteur de la 
10 transferrine sont effectuees dans des conditions identiques a celles decrites dans 
FExemple 1. 



EXEMPLE 3 : Composition pharmaceutique vaccinale destinee a prevenir des 
15 infections a K meningitidis. 

Les solutions steriles obtenues dans les Exemples 1 et 2 sont 
decongelees. Afin de preparer un litre de vaccin renfermant 100 fig/mi de 
chacun des principes actifs, on melange sterilement les solutions suivantes : 

20 

- Solution de recepteur 2394 a 1 mg/ml 

dans du tampon C 100 ml 

- Solution de recepteur 2169 a 1 mg/ml 

2 5 dans du tampon C 100 ml 

- Eau physiologique tamponnee (PBS) 

apH6.0 300 ml 

3 o - Hydroxyde d'aluminium a 10 mg Al + + + /ml 50 mi 

- Merthiolate kl% (p/v) dans du PBS 10 ml 

- PBSqsp 1000 ml 

35 
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EXEMPLE 4 : Mise en evidence de Pimportance de la sous-unite de moindre 



Des lapins neozelandais albinos recoivent par voie sous-cutanee et 
intramusculaire 100 /xg du recepteur 2394 ou 2169 (tel que obtenu dans 
l'Exemple 1 ou 2) en presence d'adjuvant complet de Freund. 21 jours et 
42 jours apres la premiere injection, les lapins recoivent a nouveau 100 \i% du 
recepteur purifie mais ces fois-ci en presence d' adjuvant incomplet de Freund. 
15 jours apr6s la derniere injection, le serum de animaux est preleve, puis 
decomplemente et filtre sur une membrane de porosite 0,45 \iva. Le filtrat est 
par la suite epuise par contact avec la souche initiale (2394 ou 2169) qui pour se 
faire, a ete cultivee au prealable en presence de fer sous forme libre (dans ces 
conditions, la synthese du recepteur de la transferrine est reprimee). Les 
modalites de contact sont comme suit : 10 ml du filtrat sont ajoutes k 10^ cfu 
(unites formant des colonies) d'une culture de la souche initiale. L' adsorption 
est poursuivie une nuit a 4°C, sous agitation. Les bacteries sont ensuite 
eliminees par centrifugation. Le surnageant est recupere puis soumis k nouveau 
a 2 operations d' adsorption successives comme precedemment decrit. 

Une gamme de dilution de chacun des antiserums anti-recepteur 2394 et 
anti-recepteur 2169 est preparee en milieu M199 (Gibco). 200 pi de chaque 
dilution sont. deposes dans les puits d'une macroplaque de titrage (8xl2in.). Un 
essai temoin est realise avec 200 m1 de milieu M199. Dans chacuns des puits on 
ajoute (i) 100 ^1 d'une culture en phase de croissance exponentielle d'une 
souche de N. meningitidis, en milieu Mueller-Hinton complemente a 30 mM 
EDDA et (ii) 100 pi de complement (serum de jeune lapin dilue). 

Apres 30 min d'incubation a 37°C sous agitation douce, on ajoute dans 
chaque puits, 1 ml de milieu Mueller-Hinton contenant 1 ml d'agar noble en 
surfusion. Apres solidification du milieu, Tincubation est poursuivie 18-24 hrs a 
37°C ; puis le nombre d'unites formant des colonies dans chaque puits est 
evalue. L'inverse de la derniere dilution d'antiserum en presence de laquelle on 
observe 50 % de lyse par rapport au temoin, correspond au titre bactericide. 



poids molecuiaire & titre d'agent vaccinal. 
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Les resultats sont presentes dans le Tableau IH ci-dessous : 





Activity Bactericide 






Lapin n° 1 


Lapin n° 2 


5 




Serum avant 


Antiserum 


Serum avant 


Antiserum 






immunisation 


anti-recepteur 


immunisation 


anti-recepteur 






2394 




2169 








2394 


< 8 


2048 


< 8 




< 8 




2228 


< 8 


1024 


< 8 




< 8 


10 


2154 


< 8 


2048 


< 8 




< 8 




2234 


< 8 


2048 


< 8 




< 8 




2448 


< 8 


256 


< 8 




< 4 




2169 


< 16 


< 16 


< 8 




1024 




896 


< 8 


< 8 


< 8 




65 


15 















L'antiserum anti-recepteur 2394 a une activite bactericide uniquement a 
rencontre des souches du premier type tel que defini dans la presente demande 
(2394, 2228, 2154, 2234 et 2448) tandis que rantiserum anti-recepteur 2169 a 
une activite bactericide uniquement a l'encontre des souches du second type 
(2169 et 876) Ceci suggere fortement que la production d'anticorps 
neutralisants est essentiellement induite par la sous-unite de moindre poids 
moleculaire quiporte la variability antigenique. 
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SEP ID NO : 1 



Objet : 



Sequence d'acides amines de la sous-unite Tbp2 N. meningitidis 2394. 



Cys Leu Gly Gly Gly Gly Ser Phe Aep Leu Asp Ser Val Glu Thr 
15 10 15 

Val Gin Asp Met His Ser Lys Pro Lys Tyr Glu Asp Glu Lys Ser 
20 25 30 

Gin Pro Glu Ser Gin Gin Asp Val Ser Glu Asn Ser Gly Ala Ala 
35 40 45 

Tyr Gly Phe Ala Val Lys Leu Pro Arg Arg Asn Ala His Phe Asn 
50 55 60 

Pro Lys Tyr Lys Glu Lys His Lys Pro Leu Gly Ser Met Asp Trp 
65 70 75 

Lys Lys Leu Gin Arg Gly Glu Pro Asn Ser Phe Ser Glu Arg Asp 
80 85 90 

Glu Leu Glu Lys Lys Arg Gly Ser Ser Glu Leu lie Glu Ser Lys 
95 100 105 



Trp Glu Asp Gly Gin Ser Arg Val Val Gly Tyr Thr Asn Phe Thr 
110 115 120 

Tyr Val Arg Ser Gly Tyr Val Tyr Leu Asn Lys Asn Asn lie Asp 
125 130 135 

lie Lys Asn Asn lie Val Leu Phe Gly Pro Asp Gly Tyr Leu Tyr 
140 145 150 

Tyr Lys Gly Lys Glu Pro Ser Lys Glu Leu Pro Ser Glu Lys lie 
155 160 165 

Thr Tyr Lys Gly Thr Trp Asp Tyr Val Thr Asp Ala Met Glu Lys 
170 175 180 

Gin Arg Phe Glu Gly Leu Gly Ser Ala Ala Gly Gly Asp Lys Ser 
185 190 195 

Gly Ala Leu Ser Ala Leu Glu Glu Gly Val Leu Arg Asn Gin Ala 
200 205 210 

Glu Ala Ser Ser Gly His Thr Asp Phe Gly Met Thr Ser Glu Phe 
215 220 225 

Glu Val Asp Phe Ser Asp Lys Thr lie Lys Gly Thr Leu Tyr Arg 
230 235 240 

Asn Asn Arg lie Thr Gin Asn Asn Ser Glu Asn Lys Gin lie Lys 



245 



250 



255 
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Thr Thr Arg Tyr Thr He Gin Ala THr Leu His. Gly Asn Arg Phe 
260 265 270 

Lvs Gly Lys Ala Leu Ala Ala Asp Lys Gly Ala Thr Asn Gly Ser 
y y * 275 280 285 

His Pro Phe lie Ser Asp Ser Asp Ser Leu Glu Gly Gly Phe Tyr 
290 295 300 

Gly Pro Lys Gly Glu Glu Leu Ala Gly Lys Phe Leu Ser Asn Asp 
305 310 315 

Asn Lys Val Ala Ala Val Phe Gly Ala Lys Gin Lys Asp Lys Lys 
320 325 330 

Asp Gly Glu Asn Ala Ala Gly Pro Ala Thr Glu Thr Val lie Asp 

* 335 340 345 

Ala Tyr Arg He Thr Gly Glu Glu Phe Lys Lys Glu Gin Tie Asp 
350 355 360 

Ser Phe Gly Asp Val Lys Lys Leu Leu Val Asp Gly Val Glu Leu 
365 370 375 

Ser Leu Leu Pro Ser Glu Gly Asn Lys Ala Ala Phe Gin His Glu 
380 385 390 

He Glu Gin Asn Gly Val Lys Ala Thr Val Cys Cys Ser Asn Leu 
395 400 405 

A 0 Met ser Phe Gly Lys Leu Ser Lys Gku Asn Lys Asp Asp 

W ^ 410 415 420 

Met Phe Leu Gin Gly Val Arg Thr Pro Val Ser Asp Val Ala Ala 
425 430 435 

Arg Thr Glu Ala Lys Tyr Arg Gly Thr Gly Thr Trp Tyr Gly Tyr 

* 440 445 450 

lie Ala Asn Gly Thr Ser Trp Ser Gly Glu Ala Ser Asn Gin Glu 
455 460 465 

Glv Glv Asn Arg Ala Glu Phe Asp Val Asp Phe Ser Thr Lys Lys 
y * 470 475 480 

He Ser Glv Thr Leu Thr Ala Lys Asp Arg Thr Ser Pro Ala Phe 
485 490 495 

Thr He Thr Ala Met He Lys Asp Asn Gly Phe Ser Gly Val Ala 
500 505 510 

Lys Thr Gly Glu Asn Gly Phe Ala Leu Asp Pro Gin Asn Thr Gly 
515 520 525 

Asn Ser His Tyr Thr His He Glu Ala Thr Val Ser Gly Gly Phe 
530 535 540 

Tyr Gly Lys Asn Ala He Glu Met Gly Gly Ser Phe Ser Phe Pro 
545 550 555 

Gly Asn Ala Pro Glu Gly Lys Gin Glu Lys Ala Ser Val Val Phe 
560 565 570 

Gly Ala Lys Arg Gin Gin Leu Val Gin 
575 
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SEP ID NO : 2 



Objet : Sequence d'acides amines de la sous-unite Tbpl de N. meningitidis 2394. 

Glu Asn Val Gin Ala Glu 
1 5 

Gin Ala Gin Glu Lys Gin Leu Asp Thr lie Gin Val Lys Ala Lys 
10 15 20 

Lys Gin Lys Thr Arg Arg Asp Asn Glu Val Thr Gly Leu Gly Lys 
25 30 35 

Leu Val Lys Ser Ser Asp Thr Leu Ser Lys Glu Gin Val Leu Asn 
40 45 50 

lie Arg Asp Leu Thr Arg Tyr Asp Pro Gly lie Ala Val Val Glu 
55 60. 65 

Gin Gly Arg Gly Ala Ser Ser Gly Tyr Ser lie Arg Gly Met Asp 
70 75 SO 

Lys Asn Arg Val Ser Leu Thr Val Asp Gly Val Ser Gin lie Gin 
85 90 95 

Ser Tyr Thr Ala Gin Ala Ala Leu Gly Gly Thr Arg Thr Ala Gly 
100 105 110 

Ser Ser Gly Ala lie Asn Glu lie Glu Tyr Glu Asn Val Lys Ala 
115 120 125 

Val Glu lie Ser Lys Gly Ser Asn Ser Ser Glu Tyr Gly Asn Gly 
130 135 140 

Ala Leu Ala Gly Ser Val Ala Phe Gin Thr Lys Thr Ala Ala Asp 
145 150 155 

lie lie Gly Glu Gly Lys Gin Trp Gly lie Gin Ser Lys Thr Ala 
160 165 170 

Tyr Ser Gly Lys Asp His Ala Leu Thr Gin Ser Leu Ala Leu Ala 
175 180 185 

Gly Arg Ser Gly Gly Ala Glu Ala Leu Leu lie Tyr Thr Lys Arg 
190 195 200 

Arg Gly Arg Glu lie His Ala His Lys Asp Ala Gly Lys Gly Val 
205 210 215 

Gin Ser Phe Asn Arg Leu Val Leu Asp Glu Asp Lys Lys Glu Gly 
220 225 230 

Gly Ser Gin Tyr Arg Tyr Phe lie Val Glu Glu Glu Cys His Asn 
235 240 245 

Gly Tyr Ala Ala Cys Lys Asn Lys Leu Lys Glu Asp Ala Ser Val 
250 255 260 
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Lvs Asp Glu Arg Lys Thr Val Ser Thr Gin Asp Tyr Thr Gly Ser 

* 265 270 275 

Asn Arg Leu Leu Ala Asn Pro Leu Glu Tyr Gly Ser Gin Ser Trp 
280 285 290 

Leu Phe Arg Pro Gly Trp His Leu Asp Asn Arg His Tyr Val Gly 
295 300 305 

Ala Val Leu Glu Arg Thr Gin Gin Thr Phe Asp Thr Arg Asp Met 
310 315 320 

Thr Val Pro Ala Tyr Phe Thr Ser Glu Asp Tyr Val Pro Gly Ser 
325 330 335 

Leu Lvs Gly Leu Gly Lys Tyr Ser Gly Asp Asn Lys Ala Glu Arg 
340 345 350 

Leu Phe Val Gin Gly Glu Gly Ser Thr Leu Gin Gly He Gly Tyr 
355 360 365 

Gly Thr Gly Val Phe Tyr Asp Glu Arg His Thr Lys Asn Arg Tyr 
370 375 380 

Glv Val Glu Tyr Val Tyr His Asn Ala Asp Lys Asp Thr Trp Ala 
* 385 390 395 

Asp Tyr Ala Arg Leu Ser Tyr Asp Arg Gin Gly He Asp Leu Asp 
400 405 410 

Asn Arg Leu Gin Gin Thr His Cys Ser His Asp Gly Ser Asp Lys 
415 420 425 

Asn Cys Arg Pro Asp Gly Asn Lys Pro Tyr Ser Phe Tyr Lys Ser 
430 435 440 

Asp Arg Met lie Tyr Glu Glu Ser Arg Asn Leu Phe Gin Ala Val 
445 450 455 

Phe Lys Lys Ala Phe Asp Thr Ala Lys He Arg His Asn Leu Ser 
460 465 470 

He Asn Leu Gly Tyr Asp Arg Phe Lys Ser Gin Leu Ser His Ser 
475 480 485 

Asp Tyr Tyr Leu Gin Asn Ala Val Gin Ala Tyr Asp Leu He Thr 
490 495 500 

Pro Lvs Lys Pro Pro Phe Pro Asn Gly Ser Lys Asp Asn Pro Tyr 
505 510 515 

Arg Val Ser He Gly Lys Thr Thr Val Asn Thr Ser Pro He Cys 
520 525 530 

Arg Phe Gly Asn Asn Thr Tyr Thr Asp Cys Thr Pro Arg Asn He 
535 540 545 

Glv Glv Asn Gly Tyr Tyr Ala Ala Val Gin Asp Asn Val Arg Leu 
550 555 560 

Gly Arg Trp Ala Asp Val Gly Ala Gly He Arg Tyr Asp Tyr Arg 

* 565 570 575 

Ser Thr His Ser Glu Asp Lys Ser Val Ser Thr Gly Thr His Arg 
580 585 590 



BNSDOCID: <WO 9306661 A1_L> 



WO 93/06861 ^ PCT/FR92/00905 

23 



# • 



Asn Leu Ser Trp Asn Ala Gly Val Val Leu Lys Pro Phe Thr Trp 
595 600 605 

Met Asp Leu Thr Tyr Arg Ala Ser Thr Gly Phe Arg Leu Pro Ser 
610 615 620 

Phe Ala Glu Met Tyr Gly Trp Arg Ala Gly Glu Ser Leu Lys Thr 
625 630 635 

Leu Asp Leu Lys Pro Glu Lys Ser Phe Asn Arg Glu Ala Gly lie 
640 645 650 

Val Phe Lys Gly Asp Phe Gly Asn Leu Glu Ala Ser Tyr Phe Asn 
655 660 665 

Asn Ala Tyr Arg Asp Leu lie Ala Phe Gly Tyr Glu Thr Arg Thr 
670 675 680 

Gin Asn Gly Gin Thr Ser Ala Ser Gly Asp Pro Gly Tyr Arg Asn 
685 690 695 

Ala Gin Asn Ala Arg lie Ala Gly He Asn He Leu Gly Lys lie 
700 705 710 

Asp Trp His Gly Val Trp Gly Gly Leu Pro Asp Gly Leu Tyr Ser 
715 720 725 

Thr Leu Ala Tyr Asn Arg He Lys Val Lys Asp Ala Asp He Arg 
730 735 740 

Ala Asp Arg Thr Phe Val Thr Ser Tyr Leu Phe Asp Ala Val Gin 
745 750 755 

Pro Ser Arg Tyr Val Leu Gly Leu Gly Tyr Asp His Pro Asp Gly 
760 765 770 

He Trp Gly He Asn Thr Met Phe Thr Tyr Ser Lys Ala Lys Ser 
775 780 785 

Val Asp Glu Leu Leu Gly Ser Gin Ala Leu Leu Asn Gly Asn Ala 
790 795 800 

Asn Ala Lys Lys Ala Ala Ser Arg Arg Thr Arg Pro Trp Tyr Val 
805 810 815 

Thr Asp Val Ser Gly Tyr Tyr Asn He Lys Lys His Leu Thr Leu 
820 825 830 

Arg Ala. Gly Val Tyr Asn Leu Leu Asn Tyr Arg Tyr Val Thr Trp 
835 840 845 

Glu Asn Val Arg Gin Thr Ala Gly Gly Ala Val Asn Gin His Lys 
850 855 860 

Asn Val Gly Val Tyr Asn Arg Tyr Ala Ala Pro Gly Arg Asn Tyr 
865 870 875 

Thr Phe Ser Leu Glu Met Lys Phe 
- 880 
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SEP ID NO : 3 



Objet : Sequence d'acides amines de la sous-unite Tbpl de N. meningitidis 2169. 

Glu Asn Val Gin Ala Gly 
1 5 

Gin Ala Gin Glu Lys Gin Leu Asp Thr lie Gin Val Lys Ala Lys 
10 15 20 

Lys Gin Lys Thr Arg Arg Asp Asn Glu Val Thr Gly Leu Gly Lys 
25 30 35 

Leu Val Lys Thr Ala Asp Thr Leu Ser Lys Glu Gin Val Leu Asp 
40 45 50 

lie Arg Asp Leu Thr Arg Tyr Asp Pro Gly lie Ala Val Val Glu 
55 60 65 

Gin Gly Arg Gly Ala Ser Ser Gly Tyr Ser lie Arg Gly Met Asp 
70 75 80 

Lvs Asn Arg Val Ser Leu Thr Val Asp Gly Leu Ala Gin lie Gin 
J 85 90 95 

Ser Tyr Thr Ala Gin Ala Ala Leu Gly Gly Thr Arg Thr Ala Gly 
100 105 110 

Ser Ser Gly Ala lie Asn Glu He Glu Tyr Glu Asn Val Lys Ala 
115 120 125 

Val Glu He Ser Lys Gly Ser Asn Ser Val Glu Gin Gly Ser Gly 
130 135 140 

Ala Leu Ala Gly Ser Val Ala Phe Gin Tyr Lys Thr Ala Asp Asp 
145 150 155 

Val He Gly Glu Gly Arg Gin Trp Gly He Gin Ser Lys Thr Ala 
160 165 170 

Tyr Ser Gly Lys Asn Arg Gly Leu Thr Gin Ser He Ala Leu Ala 
175 180 185 

Glv Ara lie Gly Gly Ala Glu Ala Leu Leu lie His Thr Gly Arg 
1 * 190 195 200 

Arg Ala Gly Glu lie Arg Ala His Glu Asp Ala Gly Arg Gly Val 
205 210 215 

Gin Ser Phe Asn Arg Leu Val Pro Val Glu Asp Ser Ser Glu Tyr 
220 225 230 

Ala Tyr Phe lie Val Glu Asp Glu Cys Glu Gly Lys Asn Tyr Glu 
235 240 245 

Thr Cys Lys Ser Lys Pro Lys Lys ASp Val Val Gly Lys Asp Glu 
250 255 260 
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Arg Gin Thr Val Ser Thr Arg Asp Tyr Thr Gly Pro Asn Arg Phe 
265 270 275 

Leu Ala Asp Pro Leu Ser Tyr Glu Ser Arg Ser Trp Leu Phe Arg 
280 285 290 

Pro Gly Phe Arg Phe Glu Asn Lys Arg His Tyr lie Gly Gly lie 
295 300 305 

Leu Glu His Thr Gin Gin Thr Phe Asp Thr Arg Asp Met Thr Val 
310 315 320 

Pro Ala Phe Leu Thr Lys Ala Val Phe Asp Ala Asn Ser Lys Gin 
325 330 335 

Ala Gly Ser Leu Pro Gly Asn Gly Lys Tyr Ala Gly Asn His Lys 
340 345 350 

Tyr Gly Gly Leu Phe Thr Asn Gly Glu Asn Gly Ala Leu Val Gly 
355 360 365 

Ala Glu Tyr Gly Thr Gly Val Phe Tyr Asp Glu Thr His Thr Lys 
370 375 380 

Ser Arg Tyr Gly Leu Glu Tyr Val Tyr Thr Asn Ala Asp Lys Asp 
385 390 395 

Thr Trp Ala Asp Tyr Ala Arg Leu Ser Tyr Asp Arg Gin Gly lie 
400 405 410 

Gly Leu Asp Asn His Phe Gin Gin Thr His Cys Ser Ala Asp Gly 
415 420 425 

Ser Asp Lys Tyr Cys Arg Pro Ser Ala Asp Lys Pro Phe Ser Tyr 
430 435 440 

Tyr Lys Ser Asp Arg Val lie Tyr Gly Glu Ser His Arg Leu Leu 
445 450 455 

Gin Ala Ala Phe Lys Lys Ser Phe Asp Thr Ala Lys lie Arg His 
460 465 470 

Asn Leu Ser Val Asn Leu Gly Phe Asp Arg Phe Asp Ser Asn Leu 
475 480 485 

Arg His Gin Asp Tyr Tyr Tyr Gin His Ala Asn Arg Ala Tyr Ser 
490 495 500 

Ser Lys Thr Pro Pro Lys Thr Ala Asn Pro Asn Gly Asp Lys Ser 
505 510 515 

Lys Pro Tyr Trp Val Ser lie Gly Gly Gly Asn Val Val Thr Gly 
520 525 • 530 

Gin lie Cys Leu Phe Gly Asn Asn Thr Tyr Thr Asp Cys Thr Pro 
535 540 545 

Arg Ser lie Asn Gly Lys Ser Tyr Tyr Ala Ala Val Arg Asp Asn 
550 555 560 

Val Arg Leu Gly Arg Trp Ala Asp Val Gly Ala Gly Leu Arg Tyr 
565 570 575 
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Asp Tyr Arg Ser Thr His Ser Asp Asp Gly Ser Val Ser Thr Gly 
580 585 590 

Thr His Arg Thr Leu Ser Trp Asn Ala Gly lie Val Leu Lys Pro 
595 600 60S 

Ala Asp Trp Leu Asp Leu Thr Tyr Arg Thr Ser Thr Gly Phe Arg 
610 615 620 

Leu Pro Ser Phe Ala Glu Met Tyr Gly Trp Arg Ser Gly Val Gin 
625 630 635 

Ser Lys Ala Val Lys lie Asp Pro Glu Lys Ser Phe Asn Lys Glu 
640 645 650 

Ala Gly lie Val Phe Lys Gly Asp Phe Gly Asn Leu Glu Ala Ser 
655 660 665 

Trp Phe Asn Asn Ala Tyr Arg Asp Leu He Val Arg Gly Tyr Glu 
670 675 680 

Ala Gin He Lys Asn Gly Lys Glu Glu Ala Lys Gly Asp Pro Ala 
685 690 695 

Tyr Leu Asn Ala Gin Ser Ala Arg lie Thr Gly lie Asn He Leu 
700 705 710 

Gly Lys lie Asp Trp Asn Gly Val Trp Asp Lys Leu Pro Glu Gly 
715 720 725 

Trp Tyr Ser Thr Phe Ala Tyr Asn Arg Val His Val Arg Asp He 
730 735 740 

Lvs Lys Arg Ala Asp Arg Thr Asp He Gin Ser His Leu Phe Asp 
745 750 755 

Ala He Gin Pro Ser Arg Tyr Val Val Gly Leu Gly Tyr Asp Gin 
760 765 770 

Pro Glu Gly Lys Trp Gly Val Asn Gly Met Leu Thr Tyr Ser Lys 
775 780 785 

Ala Lys Glu He Thr Glu Leu Leu Gly Ser Arg Ala Leu Leu Asn 
790 795 800 

Gly Asn Ser Arg Asn Thr Lys Ala Thr Ala Arg Arg Thr Arg Pro 
80S 810 815 

Trp Tyr He Val Asp Val Ser Gly Tyr Tyr Thr lie Lys Lys His 
820 825 830 

Phe Thr Leu Arg Ala Gly Val Tyr Asn Leu Leu Asn Tyr Arg Tyr 
835 840 845 

Val Thr Trp Glu Asn Val Arg Gin Thr Ala Gly Gly Ala Val Asn 
850 855 860 

Gin His Lys Asn Val Gly Val Tyr Asn Arg Tyr Ala Ala Pro Gly 
865 870 875 

Arg Asn Tyr Thr Phe Ser Leu Glu Met Lys Phe 
880 885 
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SEP ID NO : 4 



Objet : 



Sequence d'acides amines de la sous-unite Tbp2 de N. meningitidis 2169. 



Cys Leu Gly Gly Gly Gly Ser Phe Asp Leu 
15 10 



Asp Ser Val Asp Thr Glu Ala Pro Arg Pro Ala Pro Lys Tyr Gin 

15 20 25 

Asp Val Ser Ser Glu Lys Pro Gin Ala Gin Lys Asp Gin Gly Gly 

30 35 40 

Tyr Gly Phe Ala Met Arg Leu Lys Arg Arg Asn Trp Tyr Pro Gly 

45 50 55 

Ala Glu Glu Ser Glu Val Lys Leu Asn Glu Ser Asp Trp Glu Ala 

60 65 70 

Thr Gly Leu Pro Thr Lys Pro Lys Glu Leu Pro Lys Arg Gin Lys 

75 80 8S 

Ser Val lie Glu Lys Val Glu Thr Asp Gly Asp Ser Asp lie Tyr 

90 95 100 

Ser Ser Pro Tyr Leu Thr Pro Ser Asn His Gin Asn Gly Ser Ala 

105 110 115 

Gly Asn Gly Val Asn Gin Pro Lys Asn Gin Ala Thr Gly His Glu 

120 125 130 

Asn Phe Gin Tyr Val Tyr Ser Gly Trp Phe Tyr Lys His Ala Ala 

135 140 145 

Ser Glu Lys Asp Phe Ser Asn Lys Lys lie Lys Ser Gly. Asp Asp 

150 155 160 

Gly Tyr lie Phe Tyr His Gly Glu Lys Pro Ser Arg Gin Leu Pro 

165 170 175 

Ala Ser Gly Lys Val lie Tyr Lys Gly Val Trp His Phe Val Thr 

180 185 190 

Asp Thr Lys Lys Gly Gin Asp Phe Arg Glu lie lie Gin Pro Ser 

195 200 205 

Lys Lys Gin Gly Asp Arg Tyr Ser Gly Phe Ser Gly Asp Gly Ser 

210 215 220 

Glu Glu Tyr Ser Asn Lys Asn Glu Ser Thr Leu Lys Asp Asp His 

225 230 235 

Glu Gly Tyr Gly Phe Thr Ser Asn Leu Glu Val Asp Phe Gly Asn 

240 245 250 

Lys Lys Leu Thr Gly Lys Leu lie Arg Asn Asn Ala Ser Leu Asn 



255 



260 



265 
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Asn Asn Thr Asn Asn Asp Lys His Thr Thr Gin Tyr Tyr Ser Leu 

270 275 280 

Asp Ala Gin lie Thr Gly Asn Arg Phe Asn Gly Thr Ala Thr Ala 

285 290 295 

Thr Asp Lys Lys Glu Asn Glu Thr Lys Leu His Pro Phe Val Ser 

300 305 310 

Asp Ser Ser Ser Leu Ser Gly Gly Phe Phe Gly Pro Gin Gly Glu 

315 320 325 

Glu Leu Gly Phe Arg Phe Leu Ser Asp Asp Gin Lys Val Ala Val 

330 335 340 

Val Gly Ser Ala Lys Thr Lys Asp Lys Leu Glu Asn Gly Ala Ala 

345 350 355 

Ala Ser Gly Ser Thr Gly Ala Ala Ala Ser Gly Gly Ala Ala Gly 

360 365 370 

Thr Ser Ser Glu Asn Ser Lys Leu Thr Thr Val Leu Asp Ala Val 

375 380 385 

Glu Leu Thr Leu Asn Asp Lys Lys lie Lys Asn Leu Asp Asn Phe 

390 395 400 

Ser Asn Ala. Ala Gin Leu Val Val Asp Gly lie Met lie Pro Leu 

405 410 415 

Leu Pro Lys Asp Ser Glu Ser Gly Asn Thr Gin Ala Asp Lys Gly 

420 425 430 

Lys Asn Gly Gly Thr Glu Phe Thr Arg Lys Phe Glu His Thr Pro 

435 440 445 

Glu Ser Asp Lys Lys Asp Ala Gin Ala Gly Thr Gin Thr Asn Gly 

450 455 460 

Ala Gin Thr Ala Ser Asn Thr Ala Gly Asp Thr Asn Gly Lys Thr 

465 470 475 

Lys Thr Tyr Glu Val Glu Val Cys Cys Ser Asn Leu Asn Tyr Leu 

480 485 490 

Lys Tyr Gly Met Leu Thr Arg Lys Asn Ser Lys Ser Ala Met Gin 

495 500 505 

Ala Gly Gly Asn Ser Ser Gin Ala Asp Ala Lys Thr Glu Gin Val 

510 515 520 

Glu Gin Ser Met Phe Leu Gin Gly Glu Arg Thr Asp Glu Lys Glu 

525 530 535 

lie Pro Thr Asp Gin Asn Val Val Tyr Arg Gly Ser Trp Tyr Gly 

540 545 550 

His lie Ala Asn Gly Thr Ser Trp Ser Gly Asn Ala Ser Asp Lys 

555 560 565 

Glu Gly Gly Asn Arg Ala Glu Phe Thr Val Asn Phe Ala Asp Lys 

570 575 580 
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Lys lie Thr Gly Lys Leu Thr Ala Glu Asn Arg Gin Ala Gin Thr 



Phe Thr lie Glu Gly Met He Gin Gly Asn Gly Phe Glu Gly Thr 

600 60S 610 

Ala Lys Thr Ala Glu Ser Gly Phe Asp Leu Asp Gin Lys Asn Thr 

615 620 625 

Thr Arg Thr Pro Lys Ala Tyr He Thr Asp Ala Lys Val Lys Gly 

630 635 640 

Gly Phe Tyr Gly Pro Lys Ala Glu Glu Leu Gly Gly Trp Phe Ala 

645 650 655 

Tyr Pro Gly Asp Lys Gin Thr Glu Lys Ala Thr Ala Thr Ser Ser 

660 665 670 

Asp Gly Asn Ser Ala Ser Ser Ala Thr Val Val Phe Gly Ala Lys 

675 680 685 

Arg Gin Gin Pro Val Gin 



585 



590 



595 



690 
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Revendications 



1. Une composition pharmaceutique vaccinale destinee a la prevention ou k 
l'attenuation des effets d'une infection a Neisseria meningitidis, qui 
comprend a titre d' agents therapeutiques au moins une premiere et une 
deuxieme molecules capables de se lier a la transferrine humaine ; ladite 
premiere molecule ayant pour origine une premiere souche de 
K meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine . au 
moins constitue d'une sous-unite de haut poids moleculaire et d'une sous- 
unite de poids moleculaire moindre et dont la sous-unite de poids 
moleculaire moindre est reconnue par un antiserum anti-recepteur de la 
souche At meningitidis 2394 (recepteur 2394) et n'est pas reconnue par am 
antiserum anti-recepteur de la souche de AT. meningitidis 2169 (recepteur 
2169) ; et ladite deuxieme molecule ayant pour origine une deuxieme 
souche de K meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine 
humaine au moins constitue d'une sous-unite de haut poids moleculaire et 
d'une sous-unite de poids moleculaire moindre et dont la sous-unite de 
poids moleculaire moindre est reconnue par un antiserum anti-recepteur 
2169 et n'est pas reconnue par un antiserum anti-recepteur 2394. 



2. Une composition pharmaceutique vaccinale selon la revendication 1, qui 
comprend a titre d'agents therapeutiques au moins une premiere et une 
deuxieme molecules capables de se Her a la transferrine humaine ; ladite 
premiere molecule ayant pour origine une premiere souche de 
A£ meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine dont la 
sous-unite de haut poids moleculaire et la sous-unite de poids moleculaire 
moindre sont reconnues par un antiserum anti-recepteur 2394 ; et ladite 
deuxieme molecule ayant pour origine une deuxieme souche de 
Ni meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine dont la 
sous-unite de haut poids moleculaire et la sous-unite de poids moleculaire 
moindre sont reconnues par un antiserum anti-recepteur 2169. 



3. Une composition pharmaceutique vaccinale selon la revendication 1 ou 2, 
qui comprend a titre d' agent therapeutiques, au moins une premiere et une 
deuxieme molecules capables de se lier a la transferrine humaine ; ladite 
premiere molecule ayant pour origine une premiere souche de N. 
meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine 
essentiellement constitue d'une sous-unite de haut poids moleculaire de 
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100 kD environ a 90 kD et d'une sous-unite de moindre poids moleculaire 
de 75 kD a 60 kD ; et ladite deuxieme molecule ayant pour origine une 
deuxieme souche de N. meningitidis qui possede un recepteur de la 
transferrine humaine essentiellement constitue d'une sous-unite d'un poids 
moleculaire eleve de 100 kD environ a 90 kD et d'une sous-unite d'un poids 
moleculaire moindre de 90 kD a 80 kD . 

4. Une composition pharmaceutique vaccinale selon la revendication 3, dans 
laquelle ladite premiere molecule a pour origine une premiere souche de 
N. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine 
essentiellement constitue d'une sous-unite de haut poids moleculaire de 93- 
95 kD environ et d'une sous-unite de moindre poids moleculaire de 72 kD a 



5. Une composition pharmaceutique vaccinale selon la revendication 4, dans 
laquelle ladite premiere molecule a pour origine une premiere souche de 
N. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine 
essentiellement constitue d'une sous-unite de haut poids moleculaire de 
93 kD environ et d'une sous-unite de moindre poids moleculaire de 67- 
70 kD environ. 

6. Une composition pharmaceutique vaccinale selon la revendication 5, dans 
laquelle ladite deuxieme molecule a pour origine une deuxieme souche de 
N. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine 
essentiellement constitue d'une sous-unite de haut poids moleculaire de 
100 kD environ a 95 kD et d'une sous-unite d'un poids moleculaire moindre 
de 87 kD a 85 kD . 

7. Une composition pharmaceutique vaccinale selon la revendication 6, dans 
laquelle ladite deuxieme molecule a pour origine une deuxieme souche de 
N. meningitidis qui possede un recepteur de la transferrine humaine 
essentiellement constitue d'une sous-unite de haut poids moleculaire de 
98 kD environ et d'une sous-unite d'un poids moleculaire moindre de 87 kD 
environ. 

8. Une composition pharmaceutique vaccinale selon l'une des revendications 
1 i 7, dans laquelle ladite premiere molecule capable de se lier a la 



65 kD. 
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transferrine humaine et ayant pour origine ladite premiere souche, est le 
recepteur de la transferrine humaine de ladite premiere souche. 

9. Une composition pharmaceutique vaccinale selon Tune des revendications 
1 & 7, dans laquelle ladite premiere molecule capable de se lier k la 
transferrine humaine et ayant pour origine ladite premiere souche, est la 
sous-unite de moindre poids moleculaire du recepteur de la transferrine 
humaine de ladite premiere souche, un fragment ou un analogue de ladite 
sous-unite de moindre poids moleculaire. 

10. Une composition pharmaceutique vaccinale selon la revendication 9, dans 
laquelle ladite premiere molecule capable de se lier k la transferrine 
humaine et ayant pour origine ladite premiere souche, est la sous-unite de 
moindre poids moleculaire du recepteur de la transferrine humaine de 
ladite premiere souche. 

11. Une composition pharmaceutique vaccinale selon Tune des revendications 
1 a 10, dans laquelle ladite deuxieme molecule capable de se lier & la 
transferrine humaine et ayant pour origine ladite deuxieme souche, est le 
recepteur de la transferrine humaine de ladite deuxieme souche. 

12. Une composition pharmaceutique vaccinale selon 1'une des revendications 
1 a 10, dans laquelle ladite deuxieme molecule capable de se lier a la 
transferrine humaine et ayant pour origine ladite deuxieme souche, est la 
sous-unite de moindre poids moleculaire du recepteur de la transferrine 
humaine de ladite deuxieme souche, un fragment ou un analogue de ladite 
sous-unite de moindre poids moleculaire. 

13. Une composition pharmaceutique vaccinale selon la revendication 12, dans 
laquelle ladite deuxieme molecule capable de se lier a la transferrine 
humaine et ayant pour origine ladite deuxieme souche, est la sous-unite de 
moindre poids moleculaire du recepteur de la transferrine humaine de 
ladite deuxieme souche. 
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14. Une composition pharmaceutique vaccinale selon Tune des revendications 
1 a 13, dans laquelle lesdites premiere et deuxieme molecules ont 
respectivement pour origine une premiere et deuxieme souches de 
N. meningitidis serogroupe B. 
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